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RESUME Des tests allélopathiques montrent que les semences 
d'épicéa en cours de germination sont particulièrement sensibles à des 
extraits de feuilles de myrtille, de frondes de fougère et d'aiguilles 
d'épicéa. Vis-a-vis des champignons ectomycorhiziens étudiés, les 
résultats sont plus divers, allant du gain de croissance jusqu'à une forte 
inhibition. L'utilisation de méthodes spectrophotométriques nous 
renseigne quant à la nature biochimique de ces extraits (présence de 
flavonols). 


SUMMARY Using allelopathic tests, we showed that germination of 
spruce seeds is inhibited by extracts of bilberry leaves, fern fronds and 
spruce needles. Growth of three ectomycorrhizal fungi studied can be 
inhibited or favoured by the same extracts. Spectrophotometric method is 
utilized to determine the biochemical nature of those extracts. 


L_INTRODUCTION 


On désigne par allélopathie les influences chimiques d'une espéce 
végétale vis-à-vis d'une autre ou d'elle-même. Le nombre croissant de 
travaux dans ce domaine confirme que les phénomènes allélopathiques 
entravent fréquemment la survie et la croissance des essences naturelles 
ou utilisées en reboisement (FISHER 1987). Au niveau de l'arc alpin, les 
pessières subalpines présentent des difficultés de régénération naturelle. 
Sans omettre l'importance déjà démontrée (ANDRE et al. 1987) de divers 
facteurs participant à cette déficience (rigueur climatique, attaques 
parasitaires, compétition interspécifique...), mous avons envisagé 
l'existence d'interactions de type allélopathique induites par certaines 
plantes du sous-bois vis-à-vis de l'épicéa (Picea abies (L.) Karst). 

En partant du principe que l'inhibition peut s'exercer directement 
sur la plante-cible ou indirectement, sur un partenaire lui étant associé 
(champignon mycorhizien), nous avons étudié l'influence d'extraits 
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aqueux de frondes de fougère, de feuilles de myrtille et d'aiguilles 
d'épicéa sur la germination de graines d'épicéa (effet direct) et sur la 
croissance de trois champignons ectomycorhiziens de cette essence (effet 
indirect). Une analyse spectrophotométrique des extraits complète cette 
étude afin d'identifier les molécules phytotoxiques. 


IL MATERIEL ET METHODES 
LT. E : 


Nous avons évalué la phytotoxicité de feuilles de myrtille 
(Vaccinium myrtillus L.), frondes de fougère femelle (Athyrium filix- 
femina (L.) Roth) et aiguilles d'épicéa. Ce matériel végétal est prélevé 
dans des peuplements à problème: forêts communales des Alpes internes 
savoyardes. 

Afin de rester aussi proches que possible des conditions 
écologiques, nous avons pratiqué une extraction aqueuse. Le protocole 
adopté est le suivant: dessiccation du matériel végétal durant quelques 
jours à température ambiante; broyage à l'état pulvérulent; agitation 
pendant 12 h. dans l'eau déminéralisée à une concentration de 1%- 
équivalent de matière sèche; filtration à + 4°c et recueil de la solution. 


IL2. Etude de | imation. de l'énicé 

L'expérience est menée en boîtes de Pétri stériles dont le fond est 
garni d'un papier filtre imbibé de 10 ml. d'extrait stérilisé par filtration 
sur membrane de 0,22 um. On réalise 10 répétitions pour chacun des 
extraits, les boîtes-témoins contenant 10 ml. d'eau déminéralisée stérile. 

Les graines (provenance hautes chaînes du Jura - lot 1987) sont 
désinfectées par immersion durant une heure dans un bain 70-30 d'eau 
déminéralisée stérile _ eau oxygénée 110 volumes. Succèdent 5 rinçages 
dans l'eau déminéralisée stérile. On introduit alors 20 graines par boîte, 
ces dernières étant placées dans une enceinte lumineuse thermostatée 
(photophase de 16 h. à 24 °c et scotophase de 8 h. à 14 °c.).Chaque jour, on 
compte le nombre de graines germées (émission de la radicule). 


IL3. Etude de 1 . i I , 

Nous avons testé la croissance de Cenococcum graniforme (Sow.) 
Ferd. and Winge, Hebeloma crustuliniforme (Bull. ex St. Amans) Quél. et 
Laccaria laccata (Scop. ex Fr.) Berk and Br. en présence de chacun des 
trois extraits. 

Dans un milieu de culture MNM on introduit l'extrait (stérilisé 
par filtration sur membrane 0,22 pm) à une concentration de 0,1%. Pour 
respecter les concentrations on introduit la même quantité d'eau 
déminéralisée stérile dans le milieu de culture des témoins. On 
ensemence les boîtes de Pétri ainsi préparées avec des implants 
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circulaires de 9 mm. de diamétre. On réalise 10 répétitions par souche 
pour chacun des extraits testés. Chaque semaine, le diamétre du mycélium 
(croissance radiale) est mesuré selon deux directions orthogonales. 


‘ochimi . 


De nombreuses molécules à pouvoir phytotoxique appartiennent à 
la famille des phénols (RICE, 1984). Issus du métabolisme secondaire 
(FRAENKEL, 1959; WHITTAKER and FEENEY, 1971), ces composés 
phénoliques sont présents en faible quantité dans les organes végétaux. 
Les techniques de dosage se doivent donc d'être tout à la fois sensibles et 
spécifiques. Les molécules phénoliques absorbant de manière 
caractéristique dans l'U.V., nous avons utilisé une méthode 
d'identification spectrophotométrique. 

Sur 40 ml. d'extrait, nous réalisons d'abord une hydrolyse acide 
par HCI 2N (160 ml., 40 mn.). Après refroidissement, l'extrait est repris 
trois fois par l'éthanol (60 + 60 + 40 ml.). L'épiphase éthérée est alors 
évaporée à sec et reprise par 20 ml. d‘'éthanol. Un balayage 
spectrophotométrique entre 200 et 450 nm. permet de déceler la présence 
d'aglycones flavoniques. 


LL RESULTATS 
ani dé Pick 


La figure 1 traduit une sensiblité variable des graines _ dont le 
taux de germination est de 75% _ aux trois extraits. Des tests de moyenne 
(à un seuil de 0,05) montrent une différence significative du nombre de 
graines germées entre le témoin et chacun des extraits dès le cinquième 
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Figure l; Germination de graines d'épicéa en présence de différents 
extraits végétaux. 


La sensibilité des champignons aux différents extraits testés varie 
selon l'espéce fongique considérée (figures 2a, 2b et 2c). 


Diamètre (mm) 2a. Cenococcum graniforme 
à Ra me ee, 


Figures 2a. 2b. et 2c: Croissance de C. graniforme, H. crustuliniforme et L. 
laccata en présence de différents extraits végétaux. 
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Le développement de C. graniforme n'est pratiquement pas affecté par les 

trois extraits. Par contre, H. crustuliniforme et L. laccata réagissent 
diversement: leur croissance est ralentie en présence d'extraits de 
feuilles de myrtille ou d'aiguilles d'épicéa dans le milieu de culture; 
alors que l'extrait de frondes de fougère a, au contraire, un effet 
bénéfique. La fraction hydrosoluble de cette ptéridophyte renferme donc 
des composés organiques qu' H. crustuliniforme et L. laccata utilisent 
pour leur développement. 


1IL3. Analyse biochimi : 


La figure 3 donne le spectre en balayage U.V. pour l' extrait de 
myrtille. l 
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Figure 3: Analyse spectrophotométrique de l'extrait de myrtille. 
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On retrouve dans l'extrait de fougère les mêmes pics d'absorbance, aux 
alentours de 320 et 255 nm., longueurs d'onde caractéristiques des 
flavonols. 

L' extrait d'épicéa présente un profil différent avec un seul pic 
d'absorption significatif vers 455 nm., caractérisant la présence d'une 
autre famille de molécules, non identifiée. 


IY. DISCUSSION 


De nombreux résultats (HORSLEY, 1977; WARD and Mc CORMICK, 
1982) indiquent que l'allélopathie joue un rôle en sylviculture, en 
particulier en ce qui concerne la régénération des peuplements. 

Dans la première partie de cette étude, les extraits apparaissent 
toujours responsables d'un retard et d'une inhibition de la germination 
des graines d'épicéa. Pour BERRIE (1984), l'effet inhibiteur peut 
s'exercer directement sur le métabolisme de la graine ou indirectement, 
en la privant d'oxygène par une oxydation éventuelle des phytotoxines. 
Dans notre expérience, la nécrose de la radicule observée incite à penser 
que les deux mécanismes ont lieu simultanément: les graines ayant pu 
germer entrent en contact avec les phytotoxines et en pâtissent; d'autres 
ne germent pas, par suite d'une déficience en oxygène. 

Les interactions allélopathiques de végétaux supérieurs envers le 
règne fongique ont fait, elles aussi, l'objet de nombreux travaux (PERRY 
and CHOQUETTE, 1987). L'influence des feuilles (OLSEN et al., 1971), de 
la litière (HARRISON, 1971) et de l'écorce racinaire (CHU-CHOU, 1978) 
sur la croissance des champignons mycorhiziens a été particulièrement 
étudiée. 

De nos expériences, il ressort que C. graniforme est insensible aux 
trois extraits testés. Ceci est à mettre en parallèle avec sa remarquable 
ubiquité: on le rencontre tant dans les pessières à myrtille qu'à fougère. 
H. crustuliniforme et L. laccata voient leur croissance ralentie par les 
extraits de myrtille: et d'épicéa: à la concentration adoptée ici (0,1% - 
équivalent M.S.), ceux ci agissent négativement. Par contre, à la même 
concentration, l'extrait de fougère provoque un gain par rapport aux 
témoins pour ces deux mêmes champignons. Le choix de la concentration 
de l'extrait est donc primordial et une espèce phytotoxique à forte dose 
peut s'avérer avoir un effet nul, voire même positif, à faible concentration 
(DOBERSKI, 1986). 

Si l'analyse spectrophotométrique a révélé la présence de 
flavonols, elle n'a pas permis de les identifier. Néanmoins, on peut 
supposer qu'ils sont représentés par leurs trois formes les plus 
courantes: myricétine, quercétine et kaempférol (LEBRETON et SARTRE, 
1983). 


Y, CONCLUSION 


Ces recherches confirment que l'action allélopathique de 
substances végétales s'exerce fortement sur la germination des semences 
et le développement de certains champignons mycorhiziens. On peut dès 
lors supposer que, par la libération de substances, le tapis végétal est à 
même d'influencer le semis par-delà le phénomène de la concurrence 
(compétitions énergétique et trophique). Il serait, par contre, peu 
probable que ces substances jouent un rôle important dans le 
développement du plant (LEIBUNDGUT, 1976). On peut toutefois 
soupçonner que des effets allélopathiques interviennent lors des 
processus d'alternance des essences et d'épuisement du sol. Des travaux 
approfondis dans ce domaine auraient une importance pratique certaine 
en sylviculture. 
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